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研究成果の概要（和文）：糖尿病は体内の酸化ストレスを増大させ，虚血性脳障害を増悪させる
ことが報告されている。本研究の目的は，糖尿病の中枢神経障害を予防・改善する優れた抗酸
化作用をもつ食品を探索し，その有効性と安全性とを科学的に検証することである。また，糖
尿病における中枢神経細胞の脆弱性形成メカニズムを明らかにし，抗酸化食品の有効性を明ら
かにすることを目的とした。糖尿病態モデル動物（DM）に一過性脳虚血処置を行い，健康食品
である霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）の効果を検討した結果，DM では体内の酸化ストレス
度の上昇，脳虚血後の運動機能障害の悪化および脳梗塞巣の増大が認められたが，MAK を経口
投与した DM では，酸化ストレス度が正常レベルに維持され，脳障害の増悪がほぼ完全に抑制
された。以上の結果から，MAK は糖尿病における酸化ストレス状態を改善し，一過性脳虚血に
対する強い脳保護効果を示すことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Diabetic Mellitus (DM) have been shown to enhance oxidative stress 
leading to aggravation of cerebral ischemic injury following stroke. In this study, we 
examined the effects of oral administration of a water-soluble extract from culture medium 
of Ganoderma lucidum mycelia (MAK) on blood glucose level (BG), total plasma oxidative 
stress, and activity of antioxidant enzymes in DM animals. Furthermore, neuroprotective 
effects of MAK against exacerbation of neuronal damage induced by cerebral 
ischemia/reperfusion in the DM animals were investigated. DM animals had increased BG 
and decreased activity of antioxidant enzymes in the brain. DM animals treated with MAK 
had significantly lower BG and normal activity of the antioxidant enzyme. Treatment of 
MAK remarkably improved aggravated neurological deficits and cerebral injury induced by 
ischemia/reperfusion in diabetic animals. These results show that daily intake of MAK 
relieves the exacerbation of cerebral ischemic injury in a diabetic state, which may be 
attributed to improvement of augmented oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国における糖尿病の患者数は，生
活習慣や社会環境の変化，および国民人
口の高齢化に伴って急激に増加している。
糖尿病に関しては，それ自身の発症を未
然に防ぐことはもちろん，合併症の予防
および治療対策が急務となっている。こ
のような生活習慣病の増加を背景に国民
の健康志向の気運が高まる中，民間療法
や健康食品などの代替医療サービスや商
品が盛んに普及しているが，個々の有効
性の科学的検証は充分とはいえない段階
で市場に出回っているのが現状である。 
糖尿病では全身の血管が侵され，脳梗
塞や虚血性心疾患，腎症，網膜症，神経
障害など様々な合併症が誘発される。神
経障害は自律神経や感覚神経などの末梢
神経系だけでなく，脳においても生じ，
糖尿病患者では記憶や学習機能が低下す
ることが報告されている。また，糖尿病
態による動脈硬化の進展は，脳虚血や脳
梗塞を引き起こし，特に脳梗塞は半身の
運動麻痺などの後遺症をもたらし，患者
のQOLを著しく低下させる。脳の神経細
胞はきわめて虚血に脆弱であり，脳梗塞
に至る前段階の非常に軽い虚血であって
も，記憶や運動に重要な海馬や小脳のプ
ルキンエ細胞にアポトーシスが誘導され
ることが知られている。また，糖尿病態
では，脳の神経細胞はよりダメージを受
けやすい状況にあるとともに，その結果
もたらされる身体的障害も重篤化しやす
い。これらの根底にある共通の病因とし
て，酸化ストレスが注目されている。糖
尿病では，高血糖下での血管内皮細胞に
おけるAGEs（Advanced glycation end pro
ducts：終末糖化産物）合成の際の活性酸
素種（ROS）の発生，グルタチオン系など
の酸化・還元調節機能の低下によるROS
の消去能低下など，強い酸化ストレス状
態が血管障害を引き起こし，梗塞による
虚血状態がもたらされると考えられてい
る。また，ラットの中大脳動脈を人為的
に閉塞し一過性脳虚血を誘導すると，正
常血糖ラットと比較し，糖尿病ラットで
は著明に脳障害が増悪することが報告さ
れている。このことから，糖尿病態では
酸化ストレスによる神経細胞の脆弱性形
成メカニズムが存在すると推測され，糖
尿病の中枢神経障害を予防・改善するた
めに，抗酸化食品の摂取は有用であると
考えられることから，すぐれた抗酸化作
用をもつ食品を探索し，その有効性と安
全性とを科学的に検証するという今回の
研究を発想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，糖尿病の中枢神経障害を
予防・改善する優れた抗酸化作用をもつ食品
を探索し，その有効性と安全性とを科学的に
検証することである。また，糖尿病における
中枢神経細胞の脆弱性形成メカニズムを明
らかにし，抗酸化食品の有効性を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 霊芝菌糸体培養培地抽出物の調製法 
本研究に用いた霊芝菌糸体培養培地抽出
物（MAK）は，野田食菌工業（株）において
製造されたものであり，その調製法は次に示
すとおりである。バガス（砂糖キビ搾汁残渣）
と脱脂した米糠の混合固体培地にマンネン
タケ菌糸体ペレットを接種し，子実体発生直
前まで約 3.5 ヶ月間培養した後，培地を破砕
し，60℃の温水で 16 時間抽出した。得られ
た抽出液を0.45 μmのメンブランにて濾過滅
菌し，凍結乾燥したものを MAK とした。 
 
(2) PC12 細胞を用いた検討 
神経成長因子（NGF）により分化させた
PC12 細胞に MAK を 1 時間添加し，その後
MAK の存在下で 100 μM 過酸化水素（H2O2）
処理を行い，酸化ストレスによって誘導され
るネクローシスおよびアポトーシスに対す
る MAK の効果を MTT assay および TUNEL
染色により評価した。 
 
(3) 低酸素脳虚血（H/I）モデルを用いた検討 
ハロタン麻酔下でマウス（C57BL/6J）の右
総頸動脈を二重結紮し，3 時間後に低酸素ガ
ス（8%O2／92%N2，35.5℃）を 30 分間負荷
した。負荷後 24 時間の体内酸化ストレス度，
神経症状，脳過酸化脂質含量，梗塞巣体積に
対する MAK（1 g/kg）の単回（acute）および
慢性（chronic：7 日間）投与の影響を検討す
るとともに，ペナンブラ領域の一部である海
馬 CA1 野および大脳皮質体性感覚野の神経
細胞のアポトーシスに対する MAK の作用を
組織化学的手法（TUNEL 染色および Cleaved 
Caspase-3 の免疫染色）により検討した。 
すべての動物実験は，総理府の「実験動物
の飼育及び保管等に関する基準」および「城
西大学動物実験規定」に従って行った。 
 
(4) 1 型糖尿病モデルマウスを用いた検討 
マウス（ICR，♂，4 週齢）にストレプトゾ
トシン（STZ）を腹腔内投与し，1 型糖尿病
態マウスとして実験に用いた。正常血糖
（non-DM）および STZ マウスをさらに対照
群と MAK 投与群の 2 群に分け，対照群には
蒸留水を，MAK 群には MAK（1 g/kg）を 1
日 1 回，9 週間経口投与し，1 あるいは 2 週
間毎に非絶食時下において尾静脈から採血
し血糖値を測定した。 
 
(5) STZ 糖尿病ラットの一過性脳虚血障害
（中大脳動脈閉塞/再灌流）モデルを用いた
検討 
STZ 糖尿病態ラットを用い，一過性脳虚血
処置による脳障害に対する MAK の効果を検
討した。non-DM および DM ラットに，MAK
（1 g/kg）または蒸留水を１日１回 2 週間経
口投与した後，体内の酸化ストレス度，脳組
織中の過酸化脂質含量および抗酸化酵素（カ
タラーゼ：CAT，スーパーオキシドジスムタ
ーゼ：SOD，グルタチオンペルオキシダー
ゼ：GPx）の活性を測定した。また，ラット
に 2 時間の中大脳動脈閉塞術および 24 時間
の再灌流（MCAO/Re）処置を行い，神経症
状の評価および脳梗塞巣体積の測定を行っ
た。さらに，脳組織サンプルを用いて炎症関
連因子およびグルタミン酸トランスポータ
ーの発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 食品の抗酸化効果の測定と比較 
抗酸化食品の探索および糖尿病態モデル
動物における酸化ストレスおよび神経障害
に対する抗酸化食品の改善効果の評価を計
画した。まず，30 種類以上の天然物について
抗酸化活性を測定し，霊芝菌子体培養培地抽
出物（MAK）が強い活性を有することを見出
した。MAK は濃度依存的な O2-消去能および
過酸化脂質産生抑制能を示し，過酸化脂質産
生抑制能はビタミン C の約 2 倍であった。 
 
(2) PC12 細胞における MAK の保護効果  
神経成長因子 NGF により神経細胞に分化
させた PC12 細胞を用いて，MTT assay を行
った。PC12 細胞を 100 μM H2O2で 1 時間処理
することにより，酸化ストレスによる細胞死
が引き起こされ，細胞生存率は 50.9±5.3%と
なった。一方，MAK を処理した PC12 細胞の
生存率は濃度依存的（100-10000 ng/mL）に上
昇し，TUNEL 染色による解析では，MAK は
アポトーシス陽性細胞数を濃度依存的に減
少させ，100 ng/mL から有意なアポトーシス
抑制効果を示した。 
 
(3) 低酸素脳虚血マウスを用いた MAK の脳
保護効果 
①低酸素脳虚血処置による酸化ストレスに
対する MAK の抑制効果 
 蒸留水または MAK（1g/kg）を単回（acute）
あるいは 7 日間（chronic）経口投与したマウ
ス各群において，血中ヒドロペルオキシド濃
度を指標とした体内酸化ストレス度を
d-ROMs テストにより測定した。蒸留水単回
投与群では，H/I 処置前に比べ，H/I 処置 24
時間後の体内酸化ストレス度が有意に増大
した。MAK 単回投与群においても同様の酸
化ストレス度の変化が見られ，蒸留水投与群
との差は認められなかった。これに対して， 
MAK を 7 日間経口投与した群では， H/I 処
置による酸化ストレス度の増大が認められ
ず，また，蒸留水投与群と比較し低酸素負荷
24 時間後の酸化ストレス度が有意に減少し
た。 
 
さらに，H/I 処置 24 時間後の脳組織中の過
酸化脂質含量を測定したところ，MAK 単回
投与群と蒸留水投与群との間に差はなかっ
たが，MAK 慢性投与群では蒸留水投与群と
さらに，アポトーシスを促進するカスパー
ゼ 系 の 活 性 化 の 指 標 で あ る Cleaved 
Caspase-3 陽性細胞は，TUNEL 陽性細胞と
類似の分布を示し，TUNEL 染色の結果と同
様に MAK を投与した群では蒸留水投与群と
比較し，陽性細胞数が有意に減少しているこ
とが確認された。 
比較し有意な過酸化脂質含量の低下が認め
られた。 
②低酸素脳虚血による脳梗塞巣形成に対す
る MAK の保護効果 
 H/I 処置 24 時間後における MAK 単回投与
群の神経症状スコアは，対照の蒸留水投与群
との間に有意差はみられなかったが，MAK
を 7 日間経口投与した群では，蒸留水投与群
（H2O）と比較し，H/I 処置による神経症状の
悪化が有意に抑制された。 
  
(4) MAK による糖尿病態改善効果 
1 型糖尿病モデルであるストレプトゾトシ
ン（STZ）糖尿病マウスを用い，MAK の効果
を検証した。MAK 投与群では対照群に比べ
血糖値および血中酸化ストレス度の有意な
低下が認められた。 
 次に，H/I 処置 24 時間後の摘出脳を TTC
染色し，梗塞巣体積を測定した。擬似手術の
みを行った Sham 群の脳には梗塞は確認され
なかったが，蒸留水投与群では，30 分間の
H/I 処置により同側の皮質，線条体，および
海馬の広範囲にわたって梗塞巣が形成され，
その体積は 56.4±6.16%であった。MAK 単回
投与群においても蒸留水投与群と同様の梗
塞巣（47.9±7.50%）がみられたが，MAK を
慢性投与した群における梗塞巣の形成は皮
質および線条体の一部分に限局していた。
MAK 慢性投与群の梗塞巣体積は 31.7±9.9%
であり，蒸留水投与群（55.3±5.63%）と比較
し有意な減少が認められた。 
また，MAK は腎臓および肝臓の過酸化脂
質含量および抗酸化酵素活性を正常血糖群
と同レベルに維持した。2 型糖尿病他モデル
マウス KKAy においても，同様の結果が得ら
れた。 
 
(5) 糖尿病態モデル動物の一過性脳虚血障
害に対する MAK の保護効果 
STZ 糖尿病態ラットを用い，中大脳動脈閉
塞術/再灌流（MCAO/Re）処置による脳障害
に対する MAK の効果について検討した。ま
ず，STZ ラットでは体内の酸化ストレス度の
上昇，脳組織中の過酸化脂質含量の増加およ
び抗酸化酵素（CAT，SOD，GPx）活性の低
下が見られたが，MAK を投与した STZ ラッ
トでは，これらが正常レベルに維持されてい
た。 
  
③低酸素脳虚血による脳細胞のアポトーシ
スに対する MAK の抑制効果 
 H/I によって誘発された神経細胞のアポト
ーシスに対する MAK の効果を組織化学的に
検討するために，慢性投与群のマウス脳の冠
状切片を用い，TUNEL 染色を行った。その
結果，対照群では H/I 処置によりペナンブラ
領域である海馬 CA1 および大脳皮質体性感
覚野において多数のTUNEL陽性細胞が認め
られたが，これと比較し，MAK を慢性投与
した群ではTUNEL陽性細胞数が有意に減少
した。 
また，STZ ラットでは，正常血糖群と比較
し，MCAO/Re 後の神経症状の悪化および脳
梗塞巣体積の顕著な増大が認められたが，
MAK の投与により，脳障害の増悪がほぼ完
全に抑制された。 
 (6) 糖尿病態における一過性脳虚血障害の
増悪メカニズムと MAK の効果 
① 炎症関連因子の関与 
糖尿病態における虚血性脳障害の増悪メ
カニズムを解明するため，炎症関連因子の遺
伝子発現を解析したところ，糖尿病態ラット
の皮質では，炎症関連因子である IL-1β，
TNF-αおよび脳浮腫に関与する  matrix 
metalloproteinase-9 の mRNA 量が有意に増加
していることが明らかとなった。また，糖尿
病態群では虚血再灌流によってこれら炎症
関連因子の発現が著しく増強された。さらに，
糖尿病態の虚血再灌流後早期における炎症
反応の増強に，DNA 結合蛋白質である
HMGB1 が関与している可能性が示された。
虚血処置前に MAK を経口投与したラットで
は，これら炎症関連因子の発現が抑制されて
いた。以上の結果から，糖尿病ラットの脳組
織では持続的高血糖下の酸化ストレスによ
って炎症反応が惹起されており，このことが
一因となって虚血再灌流による障害の増悪
が生じることが示唆された。MAK は，糖尿
病態における酸化ストレスおよび炎症関連
因子の発現を低下させることにより，強い脳
保護効果を表すことが示された。 
 
②グルタミン酸トランスポーターの関与 
グルタミン酸トランスポーターについて
は，EAAT3（EAAC1）の mRNA 発現量が糖
尿病態マウスおよびラットの海馬，大脳皮質
において 50%以下にまで有意に減少してい
ることが明らかになった。EAAC1 はグルタ
ミン酸だけでなく，生体内抗酸化物質グルタ
チオンの成分であるシステインの細胞内へ
の輸送に関わっていることから，EAAC1 の
減少が酸化ストレスの増大に寄与している
可能性がある。EAAT1 および EAAT2 につい
ては，虚血再灌流後 3～12 時間の mRNA 発現
量が糖尿病において正常の 50%以下にまで
減少した。MAK の投与は eaac1 発現に対し
て顕著な影響を及ぼさなかった。今後，酸化
ストレスによるグルタミン酸トランスポー
ター転写制御の分子メカニズムの検討を行
う予定である。 
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